Background and Purpose-The neuroprotective potential of citicoline in acute ischemic stroke has been shown in many experimental studies and, although the exact mechanisms are still unknown, a clinical Phase III trial is currently underway. Our present study was designed to check whether citicoline also enhances neuroregeneration after experimental stroke. Methods-Forty Wistar rats were subjected to photothrombotic stroke and treated either with daily injections of citicoline (100 mg/kg) or vehicle for 10 consecutive days starting 24 hours after ischemia induction. Sensorimotor tests were performed after an adequate training period at Days 1, 10, 21, and 28 after stroke. Then brains were removed and analyzed for infarct size, glial scar formation, neurogenesis, and ligand binding densities of excitatory and inhibitory neurotransmitter receptors. Results-Animals treated with citicoline showed a significantly better neurological outcome at Days 10, 21, and 28 after ischemia, which could not be attributed to differences in infarct volumes or glial scar formation. However, neurogenesis in the dentate gyrus, subventricular zone, and peri-infarct area was significantly increased by citicoline. Furthermore, enhanced neurological outcome after citicoline treatment was associated with a shift toward excitation in the perilesional cortex. Conclusions-Our present data demonstrate that, apart from the well-known neuroprotective effects in acute ischemic stroke, citicoline also possesses a substantial neuroregenerative potential. Thanks to its multimodal effects, easy applicability, and history as a well-tolerated drug, Key Words: citicoline Ⅲ neurogenesis Ⅲ receptor autoradiography Ⅲ regeneration Ⅲ stroke A lthough most patients with stroke show some degree of spontaneous functional improvement, 1 recovery is generally far from complete. Therefore, there is an urgent need to identify therapeutic strategies to support endogenous poststroke repair mechanisms. One candidate stroke drug for ischemic stroke with an extended therapeutic window, which is currently under investigation in a randomized, doubleblind, placebo-controlled, multicenter clinical Phase III trial (International Citicoline Trial on Acute Stroke [ICTUS]), is citicoline (also known as cytidine-5-diphosphocholine or CDP-choline). Although citicoline seems to display a multitude of beneficial effects, the exact mechanisms of action are still enigmatic.
A lthough most patients with stroke show some degree of spontaneous functional improvement, 1 recovery is generally far from complete. Therefore, there is an urgent need to identify therapeutic strategies to support endogenous poststroke repair mechanisms. One candidate stroke drug for ischemic stroke with an extended therapeutic window, which is currently under investigation in a randomized, doubleblind, placebo-controlled, multicenter clinical Phase III trial (International Citicoline Trial on Acute Stroke [ICTUS]), is citicoline (also known as cytidine-5-diphosphocholine or CDP-choline). Although citicoline seems to display a multitude of beneficial effects, the exact mechanisms of action are still enigmatic.
Citicoline, a naturally occurring endogenous compound, is an essential intermediate in the biosynthesis of phosphatidylcholine. 2 Citicoline has been shown to have neuroprotective effects in a variety of central nervous system injury models, including cerebral ischemia. [3] [4] [5] [6] The suggested mechanisms that may explain the neuroprotective actions of citicoline include prevention of fatty acid release, 7 stimulation of phosphatidylcholine synthesis, 2 preservation of cardiolipin and sphingomyelin levels, 7 increase of glutathione synthesis and glutathione reductase activity, 8 restoration of Na ϩ /K ϩ -ATPase activity, 9 and antiglutamatergic effects. 10, 11 In addition to its neuroprotective effects, citicoline has convincingly been shown to also have neuroregenerative effects 12 although, here again, the underlying mechanisms are still largely unknown.
In the present study, in addition to the analysis of the impact of citicoline on the long-term functional outcome, we particularly explored the neuroregenerative effect of citicoline on poststroke neurogenesis in the subventricular zone (SVZ), the dentate gyrus (DG) of the hippocampus, and the peri-infarct area (PI). Because citicoline exhibits membranestabilizing properties, 13 we further checked whether citicoline may cause alterations in the abundance of excitatory glutamate or the inhibitory ␥-aminobutyric acid type A (GABA A ) receptor in perilesional and/or remote areas possibly contributing to behavioral recovery.
Materials and Methods

Animals
A total of 40 male Wistar rats (Charles River, Sulzfeld, Germany), weighing 180 to 200 g on arrival, were used in the experiments. They were housed in groups of 2 animals in Macrolon cages. All rats were kept under controlled environmental conditions (ambient temperature 22°C, 12-hour light/dark cycle, lights on at 7:00 AM). Standard laboratory chow (Altromin1324, Lage, Germany) and tap water were given ad libitum.
Photothrombotic Ischemia Model
All experiments were carried out in accordance with the European Communities Council Directive of November 24, 1986 (86/609/ EEC) and experimental protocols were approved by the local ethics committee. Experiments were performed on adult male Wistar rats (270 -310 g). Animals were anesthetized with an intraperitoneal injection of ketamine hydrochloride (100 mg/kg body weight; Ketanest) and xylazine hydrochloride (8 mg/kg body weight). The left femoral vein was cannulated with a PE-50 tube for Bengal Rose infusion. The rectal temperature was maintained at 37°C by a thermostat-controlled heating pad (Föhr Medical Instruments). Photothrombotic ischemia was induced in the right frontal cortex. For illumination, a laser spot of 8 mm in diameter (G Laser Technologies) was placed stereotaxically onto the skull 0.5 mm anterior to the bregma and 3.5 mm lateral from the midline. The skull was illuminated for 20 minutes. During the first 2 minutes of illumination, the dye Bengal Rose (0.133 mL/kg body weight, 10 mg/mL saline) was injected intravenously. Six animals died during surgeries. After being operated on, all the animals were recoded by an assistant to ensure necessary blinding.
Treatment
Animals were randomly assigned to the treatment and control groups, respectively, receiving daily injections either of citicoline (100 mg/kg; remaining: nϭ17) or vehicle (saline; remaining: nϭ17) for 10 consecutive days starting 24 hours after induction of the ischemia. To label dividing cells, each animal received a daily bromodeoxyuridine (BrdU) injection (50 mg/kg per day intraperitoneally) throughout the 10-day treatment period, 1 hour before the respective citicoline or saline injection.
Behavioral Testing
The behavioral experiments were performed on a total number of 34 animals (citicoline-treated group nϭ17; control group nϭ17). In all animals, the adhesive-tape removal test and the cylinder test were performed 1 day before ischemia (baseline) after a training period of 3 days and at Days 1, 10, 21, and 28 after ischemia by an investigator blinded to the experimental groups. For further details, see the online-only Data Supplement.
Immunohistochemistry for Analysis of Neurogenesis
For immunohistological analysis of neurogenesis, the brains of 14 animals were used (nϭ7 per group). Twenty-eight days after ischemia, animals were reanesthetized and transcardially perfused with 4% paraformaldehyde in 0.1 mol/L phosphate buffer. The brains were fixed overnight in 4% paraformaldehyde at 4°C. The tissue was then cryoprotected by 3-day immersion in 30% sucrose solution and stored at Ϫ80°C until analysis. Immunohistochemistry Figure 1 . Receptor binding densities were analyzed at the level of the largest infarct area in the immediate border zone, border zone, adjacent motor cortex (AMC), and remote primary somatosensory cortex upper lip (S1ULp; left) as well as in corresponding contralateral regions (not shown). In addition, receptor binding densities in remote somatosensory cortex barrel field (S1Bf), somatosensory cortex trunk region (S1Tr), and secondary somatosensory cortex (S2) were analyzed at the level of the dorsal hippocampus ipsilaterally (right) and contralaterally (not shown).
was performed on sagittal free-floating 40-m sections with the following antibodies: rat anti-BrdU (1:500; Abcam), mouse antineuronal nuclei (anti-NeuN; 1:200; Millipore), and rabbit antidoublecortin (1:500; Abcam). BrdU/NeuN-positive cells were analyzed in 3 brain regions: DG, SVZ, and PI. In the DG and SVZ, all BrdUpositive cells were counted on 7 sections (every 12th section, 440-m intervals) per hemisphere. For the analysis of BrdU/NeuNpositive cells in the PI, 4 squares (300 mϫ300 m) adjacent to the PI were analyzed on 4 sections (bregma 1 mm to Ϫ0.5 mm). To determine the percentage of neurons among the newly generated cells, 50 randomly selected BrdU-positive cells within the DG, SVZ, and PI, respectively, were analyzed for BrdU/NeuN colabeling. Multiplying the total number of BrdU-positive cells with the percentage of NeuN/BrdU, double-positive cells yielded the number of new neurons in the respective areas.
Tissue Processing for Brain Tissue Calculations, Immunohistochemistry, and Receptor Autoradiography
After decapitation, brains were rapidly removed, frozen for 10 minutes in isopentane at Ϫ30°C, and afterward stored at Ϫ80°C until use. Brains were then serially cut on a cryostat at Ϫ20°C starting at bregma 12.72 mm into 20-m-thick coronal sections, which were mounted on triethoxysilyl propylamine-coated slides. For analysis of morphology and infarct volume, sections at the interaural coordinates 12.72, 10.72, 8.72, 6 .72, 4.72, and 2.72 were used, respectively. Immunohistochemistry as well as in vitro receptor autoradiography was performed on slices cut at the level of the largest cortical infarct volume, normally at the level of the caudatoputamen and anterior commissure as well as at the level of the dorsal hippocampus.
Brain Tissue Calculations
Hematoxylin and eosin staining was performed according to standard protocols. Sections were scanned under equal lighting conditions with the digital CoolSNAP camera (Roper Scientific, Photometrics CoolSNAP™cf, Ottobrunn/Munich, Germany) and digitized with the MCID image analysis system (Imaging Research Inc, St Catharines, Ontario, Canada); the distance between respective coronal sections was used to calculate a linear integration for the lesion volume determinations. The investigator performing the analysis was blinded to group identity.
Analysis of Dendritic Integrity, Microglial Activation, and Glial Scar Formation
Analysis of dendritic integrity, microglial activation, and glial scar formation was immunohistochemically performed using antibodies against microtubule-associated protein 2, ionized calcium-binding adaptor molecule 1, and glial fibrillary acidic protein, respectively. Immunostained brain sections at the infarct level were scanned at a magnification of ϫ2.5 with a Leica Microscope (Leica, Germany), digitized, and transferred to a computer screen. Brightness, gain, and contrast were all kept constant during image acquisition. The glial scar and the zone of activated microglia surrounding the lesion were divided into (1) the basal part between the lesion and the corpus callosum; and (2) the lateral part of the scar representing the equivalent of the immediate border zone which was analyzed for microtubule-associated protein 2 immunoreactivity ( Figure 1) ; both regions were marked on the monitor. Regions of interest were analyzed by densitometry using the MCID image analysis system (Imaging Research Inc) as previously described. 14 The investigator performing the analysis was blinded to group identity. For further details, see the online-only Data Supplement. respectively. Ligands were purchased from Perkin Elmer, Inc. Labeling and incubation procedures for the different binding sites were performed according to the protocols of Zilles and colleagues 15 as previously described. 16, 17 For further details, see the online-only Data Supplement. Quantitative analysis of ligand binding was performed in the following regions of interest (( Figure 1) : (1) in the lateral peri-infarct area including the "immediate border zone" (a lateral thin rim close to the lesion), in the "border zone," and in the adjacent motor cortex (M1/M2) as well as in corresponding regions of the contralateral hemisphere, respectively; and (2) in various remote cortical regions both ipsi-and contralateral to the lesion, namely the upper lip of the primary somatosensory cortex, the trunk region, the barrel field (S1Ulp, somatosensory cortex trunk region, S1BF), and the secondary somatosensory cortex. The regions of interest were marked on the monitor and the gray values were automatically assessed by the imaging software. Nonspecific binding was just above background labeling or completely invisible; thus, background density was used as an estimate of the optical density (OD) of unspecific binding (OD USP ) and was subtracted from total binding (OD TOT ), resulting in specific OD (OD SP ). Ligand binding densities in citicoline-and placebo-treated rats were analyzed by calculating mean concentration values for each ligand and region. OD values are meansϮSD presented as percent of control rats. Final values were normalized to control levels (meanϮSD) of the control animals for each experiment as described before. 17 The investigator performing the analysis was blinded to group identity. assessed by graphical examination of the histograms and verified by the Shapiro-Wilk test (PϾ0.05). Sensorimotor measurements were analyzed by 2-way repeated-measures analysis of variance followed by the Fisher protected least significant difference test. Student t test with Bonferroni correction was used to compare data between 2 groups. An ␣ error rate of 0.05 was taken as the criterion for significance.
In Vitro Receptor Autoradiography
Statistical Analysis
The normality distribution of the data for brain tissue calculations and receptor autoradiography were verified by the Shapiro-Wilk test (PϽ0.05). Significant group effects were tested by analysis of variance. Post hoc analysis was performed where appropriate by pairwise t tests between the groups. A probability value Ͻ0.05 was considered statistically significant. Analysis was performed using the general statistics module of Analyze-it for Microsoft Excel (Analyze-it Software, Ltd, Leeds, UK). Values are meansϮSD presented as percent of control rats.
Results
Functional Outcome
The photothrombotic stroke model causes distinct deficits in somatosensory and motor functions. In the present study, somatosensory recovery was assessed by the adhesive-tape removal test and motor recovery by means of the cylinder test. The animals treated with citicoline had a more favorable somatosensory recovery compared with the control group (Figure 2A ). This effect reached significance (PϽ0.05, Fisher protected least significant difference post hoc test after significant 2-way repeated-measures analysis of variance) on Day 10 after ischemia and persisted until the end of the experiment (Day 28). In analogy to the improved somatosensory function, the animals treated with citicoline exhibited enhanced motor recovery compared with the control group ( Figure 2B ). This effect reached significance (PϽ0.05, Fisher protected least significant difference post hoc test after significant 2-way repeated-measures analysis of variance) on Day 21 after ischemia and also persisted until the end of the experiment (Day 28).
Detection of Postischemic Neurogenesis
Our analyses disclosed a significant increase in newborn neurons in the DG, SVZ, and PI of citicoline-treated animals compared with controls 28 days after ischemia (Figure 3 
Brain Tissue Calculations
One of 10 mice of the saline-treated control group was excluded from further analysis because there was no cerebral infarct detectable. Total infarct volumes did not significantly differ between the control and citicoline-treated groups (8 
Scar Formation in the Peri-Infarct Area
Glial fibrillary acidic protein-stained sections for assessment of glial scar formation did not reveal significant differences between controls (set as 100%) and citicoline-treated rats both in the basal (100. 
In Vitro Receptor Autoradiography
Secondary Somatosensory Cortex
Discussion
Focusing on the regenerative potential of delayed citicoline treatment in a photothrombotic stroke model, we could demonstrate a robust improvement of sensorimotor recovery 21 and 28 days after ischemia, respectively. As 1 mechanism contributing to this more favorable neurological outcome, we could identify increased neurogenesis in the SVZ and migration of neural progenitors to the lesion with increased neurogenesis also within the PI. A second component of the regeneration-enhancing effect of citicoline was a shift toward excitation in the perilesional cortex.
In our present study, treatment with citicoline resulted in a significantly improved functional recovery compared with placebo measured by both the adhesive-tape removal test and the cylinder test, which reliably disclose even slight sensori- motor deficits in the photothrombotic stroke model. 18 Pharmacological stimulation with citicoline alleviated postischemic functional deficits, although treatment was initiated not until 24 hours after onset of ischemia, that is, beyond established time points of neuroprotection but corresponding to the time window in the current clinical citicoline multicenter study (ICTUS). Importantly, these beneficial citicoline effects were neither attributable to differences in cortical lesion volumes and the remaining brain tissue nor to differences in perilesional astroglial scar formation. Only the microglial response surrounding the lesion was reduced in the citicoline group. Because microglia is thought to mediate beneficial effects beyond acute ischemic stroke, this finding suggests that other, more powerful mechanisms are also induced by citicoline. 19 Neurogenesis is suggested to play a decisive role in mediating functional recovery after experimental stroke. 20 Within the healthy brain, adult neurogenesis supplies newborn neurons from the subgranular zone to the adjacent dentate gyrus of the hippocampus and from the SVZ to the olfactory bulb (for an in-depth review, see Zhao et al 21 ). Stroke alters this normal pattern of adult neurogenesis to stimulate cell proliferation within the SVZ and subgranular zone and migration of newborn, immature neurons from the SVZ into areas of injury. 22, 23 Although a recent study by Osman and colleagues 24 compellingly demonstrated that the injured cortex continuously receives new progenitors from the SVZ up to 1 year after photothrombotic stroke, we, here, have demonstrated, for the first time, that citicoline has a major impact on postischemic neurogenesis and the migratory response to the ischemic lesion. Citicoline treatment caused an increase in BrdU/NeuN-positive cells in the DG of the hippocampal formation, in the SVZ, and in the PI. In analogy to the findings originating from Osman and coworkers, we could show migration of doublecortin-positive neuronal precursor cells from the SVZ to the lesion 28 days after photothrombotic stroke. At first glance, the neuroregenerative effects of newborn neurons seem to be limited because the majority of these newborn neurons undergo apoptosis at a progenitor and young neuronal stage. 25, 26 However, treatment with trophic factors such as the brain-derived neurotrophic [27] [28] and the granulocyte colony-stimulating factor 29 supports the survival of newborn neurons, thereby promoting the neuroregenerative effect of neurogenesis. Apart from purely correlative studies, there is strong evidence of a causal connection between neurogenesis and the increase in poststroke recovery. Ablation of neural precursors, expressing doublecortin before permanent middle cerebral artery occlusion in a doublecortin-thymidine kinase transgenic mouse model, resulted in exaggerated postischemic sensorimotor deficits. 30 Therefore, attenuation of sensorimotor defects by citicoline, in association with enhanced neurogenesis, Figure 6 . [ 3 H]Muscimol ligand binding in adjacent motor cortex (AMC), primary somatosensory cortex upper lip (S1ULp), somatosensory cortex trunk region (S1Tr), somatosensory cortex barrel field (S1Bf), and secondary somatosensory cortex (S2) remote cortical areas. Apart from single statistically significant values in AMC and S1Bf, no substantial differences between citicoline-and placebo-treated rats were detectable. Values are expressed in percent of control level (100%; meansϮSD; *PϽ0.05, analysis of variance and Bonferroni error protection). strongly argues for the regenerative potential of this substance. These results extend the recent findings from Hurtado and colleagues 12 who could demonstrate that chronic postischemic treatment with citicoline improves functional recovery associated with modification of pre-existing neuronal structures such as an increase in dendritic complexity and spine density of pyramidal neurons of Layer V in the contralateral sensorimotor cortex.
Because citicoline has distinctive membrane-modulating properties, 13 the abundance of molecules such as membranebound receptors may change after application of this drug. Therefore, we checked for alterations of excitatory and inhibitory neurotransmitter receptor ligand-binding densities as 1 potential component of the plastic response induced by citicoline. There is substantial evidence that the neuroprotective effect of citicoline in acute stroke models is partially due to its antiglutamatergic effects. 10, 11 Even in vitro, citicoline was able to protect motor neurons 31 as well as cerebellar granule cells 32 against glutamate-mediated apoptosis. Furthermore, administration of the NMDA receptor antagonist MK-801 together with citicoline showed synergistic neuroprotective effects 7 days after temporary middle cerebral artery occlusion. 33 However, over the past years, it has become clear that the excitotoxic postischemic phase, characterized by overactivation of glutamate receptors, is surprisingly short. Using a mouse model of head injury, Biegon and colleagues 34 could convincingly demonstrate that hyperactivation of NMDA receptors occurred only during the first hour after the excitotoxic stimulus but then was followed by a profound and long-lasting functional loss. Consequently, stimulation of NMDA receptors 24 and 48 hours after injury significantly improved functional outcome. Similarly, transient focal cerebral ischemia also reduced [ 3 H]MK801 ligand binding densities 35 and, again, treatment with an NMDA agonist did enhance the neurological outcome. 36 Our findings in the citicoline-treated group with increased perilesional NMDA and AMPA receptor-binding densities 28 days after photothrombotic stroke, exhibiting improved neurological outcome, fit well to the hypothesis that citicoline may be a safe drug not interfering with ongoing regenerative processes. These data are also in accordance with previous studies from our laboratories where, in the same ischemia model, after treatment with 2 different growths factors, brain-derived neurotrophic factor and granulocyte-colony stimulating factor, the best poststroke performance was also associated with an increase in or, at least, maintenance of perilesional ligand-binding densities of excitatory glutamate receptors. 18 These findings further corroborate the hypothesis that, during the chronic phase after stroke, postischemic hyperexcitability may enhance functional outcome in the long run. 37 
Summary
In conclusion, our present data demonstrate that, apart from its well-known neuroprotective effects in acute ischemic stroke, citicoline also possesses a substantial neuroregenerative potential. Effectiveness even after delayed application 24 hours after onset of ischemia opens up promising possibilities also in the treatment of chronic stroke. 
SUPPLEMENTAL MATERIAL Citicoline enhances Neuroregenerative Processes after Experimental Stroke in Rats Supplemental Methods
Behavioral Testing
Behavioral testing began two weeks after arrival of the animals and was always performed during the rats' light cycle between 8:00 a.m. and 1:00 p.m. During this period, the rats were handled daily by the experimenter. The behavioral experiments were performed on a total number of 34 animals (citicoline-treated group n=17; control group n=17). In all animals, sensorimotor tests were performed 1 day before ischemia (baseline), after a training period of 3 days and at days 1, 10, 21, and 28 after ischemia by an investigator blinded to the experimental groups. For the adhesive-tape removal test, 2 pieces of adhesive-backed paper dots (113.1 mm 2 ) were used as bilateral tactile stimuli occupying the palmar surface of each forepaw. The time to remove each paper dot from the forelimbs was documented in 3 trials per day for each forepaw. An asymmetry score was calculated as follows: (time to remove ipsilateral dot-time to remove contralateral dot)/(time to remove ipsilateral dot+ time to remove contralateral dot). For the cylinder test, the rats were placed into a transparent cylinder (16 cm in diameter, 21 cm in height) and videotaped from underneath for 2 minutes. Spontaneous wall and ground touches of both forelimbs were counted and an asymmetry score was calculated as described. The body weight of all animals was measured on the day of surgery as well as on days 1, 10, 21, and 28 after surgery.
Analysis of dendritic integrity, microglial activation and glial scar formation
Frozen sections were dried and then fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 1 hr (Iba-1, GFAP) or for 10 min (MAP2). Afterwards, the sections were washed twice for 5 min with TBST. Blocking of endogenous peroxidase was performed using normal goat serum (Iba-1) or H 2 O 2 (MAP2, GFAP; 5 min). Subsequently, sections were incubated with the primary antibody in a humidified chamber at 21°C overnight (polyclonal antia-Iba-1, rabbit, No.019-19741, WAKO, 1:1000 in PBST + 0.5% BSA; polyclonal anti-MAP2, rabbit, No 188002, Synaptic Systems, 1:200 in PBST + 0.5% BSA) or for 2 hrs (monoclonal anti-GFAP, rabbit, No.2301-1, Epitomics, Burlingame, CA, USA, 1:500), respectively. After washing with buffer, sections were incubated with biotinylated anti-rabbit antibody. Immunoreactivity was visualized by the avidin-biotin complex method and sections were developed in diaminobenzidine (Sigma, St. Louis, USA). Omission of the primary antisera in control slides resulted in no immunostaining at all (not shown). Optical densities (OD) of immunoreactivity were determined using the MCID image analysis system (Imaging Research Inc, St. Catharines, Ontario, Canada). For analysis of MAP2, Iba-1 and GFAP immunoreactivity, OD of the corpus callosum of the negative control, carried along for each animal (Iba-1 and GFAP), was used as reference value for background staining (OD USP ) and subtracted from total OD in the respective ROI (OD TOT ), resulting in specific OD (OD SP ). OD values were expressed as mean ± SD 
In-vitro receptor autoradiography
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Несмотря на то что у большинства пациентов с инсультом происходит в некоторой степени спонтанное функциональное улучшение [1] , полного восстанов-ления функций, как правило, не наступает. В связи с этим существует острая потребность в определении терапевтических стратегий для поддержки эндогенных механизмов восстановления после инсульта. Одним из перспективных препаратов с расширенным терапев-тическим окном для лечения ишемического инсульта является цитиколин (также известный как цитидин-5-дифосфохолин или ЦДФ-холин), эффективность которого в настоящее время изучается в рандомизиро-ванном двойном плацебо-контролируемом многоцен-тровом клиническом испытании III фазы (International Citicoline Trial on Acute Stroke [ICTUS]). Несмотря на то что у цитиколина есть множество полезных эффектов, точный механизм его действия до настоящего времени не изучен.
Цитиколин, естественное эндогенное соединение, является необходимым промежуточным звеном в био-синтезе фосфатидилхолина [2] . Нейропротекторный эффект цитиколина был продемонстрирован на раз-личных моделях поражения центральной нервной сис-темы, включая ишемию головного мозга [3] [4] [5] [6] . Для объяснения нейропротекторного действия цитико-лина было предложено несколько механизмов, в т. ч. предотвращение высвобождения жирных кислот [7] , стимуляция синтеза фосфатидилхолина [2] , поддер-жание уровня кардиолипина и сфингомиелина [7] , увеличение синтеза глутатиона и повышение актив-ности глутатионредуктазы [8] , восстановление актив-ности Na+/K+-АТФазы [9] и антиглутаматергический эффект [10, 11] . Помимо нейропротекторного дейс-твия, было убедительно продемонстрировано наличие у цитиколина нейрорегенераторного эффекта [12] , хотя и в этом случае основные механизмы его действия по-прежнему не изучены.
В настоящем исследовании, в дополнение к анализу влияния цитиколина на отдаленный функциональ-ный исход, подробно изучали нейрорегенеративное влияние цитиколина на постинсультный нейроге-нез в субвентрикулярной зоне (СВЗ), зубчатой изви-лине (ЗИ), в гиппокампе и периинфарктной зоне (ПИЗ). Поскольку цитиколин обладает мембранос-табилизирующими свойствами [13] , также изучали его влияние на изменение плотности возбуждающих глутаматных рецепторов или тормозных рецепторов γ-аминомасляной кислоты типа А (ГАМК), находя-щихся вблизи зоны повреждения и/или отдаленных областях, что, возможно, способствует восстановле-нию поведенческого паттерна. 
Лечение
Животных рандомизировали в группу лечения и кон-трольную группу, соответственно получавших ежеднев-ные инъекции цитиколина (100 мг/кг; оставшиеся: n=17) или плацебо (физиологический раствор, оставшиеся: n=17) в течение 10 дней, начиная с 24 часов после индук-ции ишемии. Для мечения делящихся клеток каждому животному ежедневно вводили раствор бромдезокси-уридина (BrdU) (50 мг/кг в сутки интраперитонеально) на протяжении 10-дневного периода лечения за 1 час до соответствующих инъекций цитиколина или физиоло-гического раствора.
Тестирование поведения
Эксперименты по оценке поведенческих реакций выполняли с 34 животными (группа цитиколина n=17; контрольная группа n=17). У всех животных тест на удаление клейкой ленты и тест с цилиндром проводил за 1 день до индукции ишемии (исходный показатель), по окончанию 3-дневного периода обучения и через 1, 10, 21 и 28 дней после индукции ишемии исследователь, ослепленный относительно экспериментальной группы. Для получения дополнительной информации см. допол-нительные данные оn-line (http://stroke.ahajournals.org).
Иммуногистохимическая оценка нейрогенеза
Иммуногистологический анализ нейрогенеза выпол-няли на препаратах головного мозга 14 животных (n=7 в каждой группе). Через 28 дней после индук-ции ишемии животных повторно вводили в наркоз и выполняли транскардиальную перфузию 4% раствором параформальдегида в 0,1 моль/л фосфатного буфера. Головной мозг животных фиксировали в течение ночи в 4% растворе параформальдегиде при 4 °C. Затем выполняли криопротекцию тканей путем их погру-жения в 30% раствор сахарозы и хранили при -80 °С до выполнения анализа. Иммуногистохимические ана-лизы выполняли на сагиттальных свободно плавающих срезах толщиной 40 мкм с использованием следую-щих антител: крысиные анти-BrdU (1:500; Abcam), мышиные антинейрональные ядерные (анти-NeuN; 1:200; Millipore), и кроличий антидаблкортин (1:500; Abcam). Наличие BrdU/NeuN-положительных клеток анализировали в 3 зонах головного мозга: ЗИ, СВЗ и ПИЗ. В ЗИ и СВЗ все BrdU-положительные клетки подсчитывали в 7 срезах (каждый 12-й срез, интервал 440 мкм) на полушарие. Для анализа BrdU/NeuN-положительных клеток в ПИЗ 4 квадрата (300 мкм х 300 мкм), расположенные в непосредственной близости к ПИЗ, анализировали на 4 срезах (от 1 мм до -0,5 мм от брегмы). Для определения доли нейронов среди вновь образованных клеток 50 произвольно выбранных BrdU-положительных клеток в ЗИ, СВЗ и ПИЗ соответствен-но анализировали при двойном мечении rdU/NeuN. При умножении общего числа BrdU-положительных клеток на долю клеток с NeuN/BrdU двойным мечени-ем получали количество новых нейронов в соответству-ющих областях.
Подготовка вещества мозга для расчетов, проведения иммуногистохимических анализов и авторадиографии рецепторов После декапитации головной мозг быстро извлекали, замораживали в течение 10 минут в изопентане при -30 °C, а затем хранили при -80 °C вплоть до использова-ния. Головной мозг затем последовательно разрезали на криостате при -20 °C, начиная с брегмы на уровне 12,72 мм, на коронарные срезы толщиной 20 мкм, кото-рые помещали на слайды, покрытые триэтоксисилил пропиламином. Для анализа морфологических измене-ний и объема очага инфаркта, использовали срезы на интерауральных координатах 12,72, 10,72, 8,72, 6,72, 4,72 и 2,72. Иммуногистохимические анализы, а также авто-радиографию рецепторов in vitro выполняли на срезах, полученных на уровне максимальной площади очага кортикального инфаркта, как правило, на уровне скор-лупы-хвостатого ядра и передней спайки, а также на уровне дорзального отдела гиппокампа. 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРИТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ Морфометрия
Окрашивание гематоксилином и эозином выпол-няли в соответствии со стандартными протоколами. Срезы сканировали в условиях одинакового освеще-ния с помощью цифровой камеры CoolSNAP (Roper Scientific, Photometrics CoolSNAP™ cf, Оттобрюн/ Мюнхен, Германия) и оцифровывали с помощью сис-темы анализа изображений MCID (Imaging Research Inc, Sanct-Catharines, Онтарио, Канада), а расстояние между соответствующими коронарными срезами использовали для оценки линейной интеграции с целью определения объема поражения. Исследователь, проводивший ана-лиз, был ослеплен относительно групповой принадлеж-ности животных.
Анализ целостности дендритов, активации микроглии и формирования глиального рубца Анализ целостности дендритов, активации микрог-лии и формирования глиального рубца проводили с помощью методов иммуногистохимии с использованием антител к белку-2, ассоциированному с микротрубоч-ками 2 типа, адаптерной молекулы-1, связывающей ионизированный кальций, и глиофибриллярному кис-лому белку соответственно. Иммунноокрашенные срезы головного мозга на уровне инфаркта рассматривали при увеличении ×2,5 с помощью микроскопа Leica (Leica, Германия), изображения оцифровывали и передавали на экран компьютера. Уровни яркости, интенсивнос-ти и контрастности изображений были одинаковыми. Глиальный рубец и зону активированной микроглии, окружающую очаг поражения, разделили на (1) базаль-ную часть между очагом поражения и мозолистым телом, а также (2) латеральную часть рубца, представля-ющую собой эквивалент ближайшей пограничной зоны, в которой анализировали иммунореактивность белка-2, ассоциированного с микротрубочками (рис. 1); обе зоны были выделены на экране монитора. Области интереса анализировали с денситометра с использованием систе-мы анализа изображений MCID (Imaging Research Inc), как было описано ранее [14] . Исследователь, выполняв-ший анализ, был ослеплен относительно групповой при-надлежности животных. Для получения дополнительной информации см. дополнительные данные on-line.
Авторадиография рецепторов in vitro
Количественные исследования авторадиографии рецепторов in vitro выполняли с помощью [
, AMPA-и ГАМК-рецепторов соответственно. Лиганды приобрели в Perkin Elmer, Inc. Процедуры мечения и инкубации для раз-личных участков связывания проводили в соответс-твии с протоколами K. Zilles и соавт. [15] , как было описано ранее [16, 17] . Для получения более подроб-ной информации см. дополнительные данные on-line.
Рисунок 1. Плотность рецепторов оценивали на уровне максимального размера очага инфаркта в близлежащей пограничной зоне, пограничной зоне, близлежащей моторной коре (БМК) и отдаленной верхней губе первичной соматосенсорной коры (S1ULp, слева), а также в соответствующих областях контрлатерального полушария (не показано). Кроме того, проанализировали плотность связывания рецепторов в отдаленной области цилиндра соматосенсорной коры (S1Bf), области ствола соматосенсорной коры (S1Tr) и вторичной соматосенсорной коре (S2) на уровне дорсального гиппокампа в ипсилатеральном (справа) и контрлатеральном полушарии (не показано)
Количественный анализ связывания лигандов прово-дили в следующих областях интереса (рис. 1): (1) в латеральной периинфарктной зоне, включая "ближай-шую пограничную зону" (латеральный ободок в непос-редственной близости к очагу инфаркта), в "погранич-ной зоне" и в близлежащей моторной коре (M1/M2), а также в соответствующих областях контрлатераль-ного полушария соответственно, (2) в различных уда-ленных областях коры, ипси-и контрлатеральных по отношению к очагу поражения, а именно в верхней губе первичной соматосенсорной коры, области ствола, области цилиндра (S1Ulp, область ствола соматосенсор-ной коры, S1BF) и вторичной соматосенсорной коре. Области интереса отмечали на мониторе, а зоны, окра-шенные в серый цвет, автоматически оценивали с помо-щью программного обеспечения обработки изображе-ний. Неспецифическое связывание было немного выше фонового мечения или полностью невидимо, таким образом, фоновую плотность использовали в качестве показателя оптической плотности (ОD) неспецифичес-кого связывания (ODUSP), который вычитали из пока-зателя общего связывания (ODTOT) и получали пока-затель специфической оптической плотности (ODSP). Плотность связывания лиганда у крыс, получавших цитиколин и плацебо, проанализировали путем подсчета средней концентрации каждого лиганда в выделенных областях. Значения OD представлены в виде "сред-нее значение±стандартное отклонение [СО]", выра-женных в процентах от таковых у крыс контрольной группы. Окончательные значения нормализовали до контрольных уровней (среднее±СО) контрольной груп-пы животных в каждом эксперименте, как было опи-сано ранее [17] . Исследователь, выполнявший анализ, был ослеплен относительно групповой принадлежности животных.
Статистический анализ
Рандомизацию выполнили на компьютере с помощью программного обеспечения "Research Randomizer" (вер-сия 3.0; Urbaniak GC, Plous S 2011, получена 22 апре-ля 2011 г. с сайта www.randomizer.org). В настоящем исследовании все значения представлены в виде "сред-нее значение±стандартная ошибка средней [СОШ]". Статистический анализ выполнили с помощью пакета программ обработки статистических данных Statistical Package of Social Sciences (версия 15.0; SPSS Inc, Chicago, Иллинойс). Нормальность распределения данных оце-нивали путем графического анализа гистограмм и под-тверждали путем расчета критерия Шапиро-Уилкса (р<0,05). Сенсомоторные показатели анализировали с помощью 2-стороннего дисперсионного анализа пов-торных измерений с последующим проведением теста Фишера на достоверность выявленных различий. t-кри-терий Стьюдента с поправкой Бонферрони использова-ли для сравнения данных между 2 группами. Значения α=0,05 считали пороговым критерием статистической значимости.
Нормальность распределения данных при морфо-метрии и авторадиографии рецепторов проверили с помощью критерия Шапиро-Уилкса (р<0,05). Значимые групповые эффекты проверяли методами дисперсион-ного анализа. Post hoc анализ различий между груп-пами в случае необходимости выполняли с помощью парных t-тестов. Различия при р<0,05 считали статис-тически значимыми. Анализ проводили с использова-нием программного модуля общей статистики AnalyzeIt для Microsoft Excel (Analyze-it Software, Ltd, Лидс, Великобритания). Значения, представленные в виде "среднее значение±СО", отражают проценты от соот-ветствующих показателей у крыс контрольной группы.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ Функциональные исходы
Использование модели фототромботического инсуль-та привело к развитию различных нарушений сомато-сенсорной и моторной функций. В настоящем исследо-вании восстановление соматосенсорной функции оце-нивали с помощью теста на удаление клейкой ленты, а восстановление моторной функции -по результатам теста с цилиндром. У животных, получавших цитико-лин, восстановление соматосенсорной функции было более выражено, чем у животных контрольной группы (рис. 2A). Этот эффект достиг статистической значимос-ти (р<0,05, post hoc, тест Фишера на достоверность разли-чий после значимых результатов 2-стороннего диспер-сионного анализа повторных измерений) на 10-й день после индукции ишемии и сохранялся до окончания эксперимента (28-й день). По аналогии с улучшением соматосенсорной функции у животных, получавших цитиколин, произошло более выраженное восстановле-ние двигательных функций по сравнению с животными контрольной группы (рис. 2Б). Этот эффект достиг ста-тистической значимости (р<0,05, post hoc, тест Фишера на достоверность различий после значимых результатов 2-стороннего дисперсионного анализа повторных изме-рений) на 21-й день после индукции ишемии, и также сохранялся до окончания эксперимента (28-й день).
Регистрация процесса постишемического нейрогенеза
В настоящем исследование обнаружили значитель-ное увеличение числа вновь образованных нейронов в ЗИ, СВЗ и ПЗИ у животных, получавших цитиколин, по сравнению с животными контрольной группы через 28 дней после ишемии (рис. 3, см. на цв. вклейке). Дальнейший анализ показал значительное увеличение числа BrdU-положительных клеток в ЗИ (161,07±36,96 по сравнению с 67,25±16,48) и СВЗ (154,57±19,83 по сравнению с 93,25±12,07) у животных, получавших цитиколин, по сравнению с животными, получавши-ми плацебо, соответственно. В ПИЗ увеличения числа BrdU-положительных клеток у животных, получавших цитиколин, по сравнению с животными контроль-ной группы, обнаружить не удалось (411,14±18,13 vs 377,88±13,93, соответственно; t-тест Стьюдента с поп-равкой Бонферрони, р=0,16). Для изучения возможных нейрон-специфических эффектов лечения цитиколином проанализировали долю BrdU/NeuN-положительных клеток в ЗИ, СВЗ и ПИЗ. Лечение цитиколином при-вело к более значительному увеличению содержания клеток с двойным мечением BrdU/NeuN в ЗИ (75±4,36 vs 53,75±2,63), а также в СВЗ (70,71±6,12 vs 51,25±3,75) и ПИЗ (58,29±3,37 по сравнению с 36,12±3,05). Кроме того, при иммуногистохимическом анализе с даблкор-тином удалось визуализировать миграцию даблкортин-положительных клеток-предшественников нейронов из СВЗ в ПИЗ (рис. 3, см. на цв. вклейке).
Морфометрия
Одно из 10 животных контрольной группы, получав-шей физиологический раствор, исключили из даль-нейшего анализа в связи с отсутствием у него очага инфаркта головного мозга. Существенных различий в общем объеме очага инфаркта между группой цитико-лина и контрольной группой не было (8 ; р=0,804).
Целостность дендритов в периинфарктной зоне
При изучении срезов, окрашенных белком-2, ассоци-ированным с микротрубочками, для оценки целостнос-ти дендритов в ближайшей пограничной зоне не удалось выявить существенных различий между контрольной группой крыс (принятой за 100%) и крысами, получав-шими цитиколин (100,0±11,1% vs 115,4±22,6%, р=0,082) и в пограничной зоне -(100,0±12,9% vs 95,1±11,7%, р=0,397).
Иммунореактивность адаптерной молекулы-1, связывающей ионизированный кальций, вокруг зоны поражения При проведении анализа иммунореактивности в сре-зах с окрашенной адаптерной молекулой-1, связываю-щей ионизированный кальций, выявили значительное снижение иммунореактивности у крыс, получавших цитиколин, по сравнению с контрольной группой (при-нятой за 100%) в латеральной части (100,0±14,0% по сравнению с 79,5±22,7%, *р=0,032), тогда как снижение иммунореактивности в базальной части в группе цити-колина не достигло уровня статистической значимости (100,0±19,3% vs 84,1%±16,1%, р=0,067).
Образование рубцов в периинфарктной зоне
При изучении срезов с окрашенным глиофибрилляр-ным кислым белком для оценки формирования гли-ального рубца не обнаружили существенных различий между крысами контрольной группы (принятой за 100%) и группы цитиколина как в базальной (100,0±27,4% vs 114,3±36,7%, р=0,353), так и в латеральной областях (100,0±29,7% vs 111,5±41,1%, р=0,909). проведение которых позволяет четко установить наличие даже небольшого сенсомоторного дефицита в модели фототромботического инсульта [18] . Фармакологическая стимуляция цитиколином привела к улучшению пости-шемического функционального дефицита, хотя лечение было начато не в течение 24 часов от начала ишемии, т. е. за пределами установленных временных интервалов нейропротекции, но в соответствии с временным окном, выбранным в продолжающемся клиническом много-центровом исследовании цитиколина (ICTUS). Важно, что эти благоприятные эффекты цитиколина не были связаны ни с различиями в объеме поражения корти-кальных структур и остальной ткани головного мозга, ни с различиями в формировании астроглиального рубца вокруг очага поражения. Только реакция микроглии, окружающей зону поражения, была снижена в группе цитиколина. Поскольку считается, что микроглия опос-редует положительные эффекты за пределами острого ишемического инсульта, этот результат предполагает наличие других, более мощных механизмов, индуцируе-мых цитиколином [19] . Считается, что нейрогенез играет решающую роль в опосредовании функционального восстановления после экспериментального инсульта [20] . В здоровом головном мозге в результате нейрогенеза у взрослых происходит образование нейронов и их миграция из субгранулярной зоны в близлежащую зубчатую извилину гиппокампа и из СВЗ в обонятельную луковицу (для более ознакомле-ния с более детальной информацией см. работу С. Zhao и соавт. [21] ). При инсульте происходит нарушение этого нормального процесса нейрогенеза у взрослых со стимуляцией пролиферации клеток в СВЗ и субграну-лярной зоне и миграции вновь образованных незрелых нейронов из СВЗ в область поражения [22, 23] . Несмотря на то что в последнем исследовании A.M. Osman и соавт. [24] убедительно продемонстрировали, что в течение 1 года после фототромботического инсульта в повреж-денную зону коры происходит постоянная миграция клеток-предшественников из СВЗ, в настоящей работе впервые показали, что цитиколин оказывает сущест-венное влияние на постишемический нейрогенез и миг-рационный ответ на ишемическое поражение. Лечение цитиколином привело к увеличению числа BrdU/NeuN-положительных клеток в ЗИ гиппокампа, в СВЗ, а также в ПИЗ. По аналогии с выводами, представленными A.M. Osman и его коллегами, можно было продемонс-трировать миграцию даблкортин-положительных ней-рональных клеток-предшественников из СВЗ в область поражения через 28 дней от развития фототромботичес-кого инсульта. На первый взгляд, нейрорегенеративные эффекты вновь образованных нейронов кажутся несу-щественными, поскольку большинство из этих вновь образованных нейронов подвергаются апоптозу на ста-дии клеток-предшественников и незрелых нейронов [25, 26] . Тем не менее применение трофических факторов, таких как нейротрофический фактор головного мозга [27] [28] и гранулоцитарный колониестимулирующий фактор [29] способствует выживанию вновь образо-ванных нейронов, тем самым обеспечивая развитие нейрорегенераторного эффекта нейрогенеза. Помимо данных чисто корреляционных исследований, имеют-ся убедительные доказательства наличия причинной связи между нейрогенезом и улучшением восстановле-ния после инсульта. Удаление нейрональных клеток-предшественников, экспрессирующих даблкортин, до стойкой окклюзии средней мозговой артерии в моде-ли инсульта у трансгенных даблкортин-тимидинкиназа мышей приводит к развитию выраженного постишеми-ческого сенсомоторного дефицита [30] . Таким образом, уменьшение сенсомоторного дефицита на фоне приме-нения цитиколина, связанное с усилением нейрогенеза, в определенной степени свидетельствует о регенератив-ном потенциале этого вещества. Эти результаты распро-страняются на выводы в последней работе O. Hurtado и соавт. [12] , которые могли продемонстрировать, что при длительном лечении цитиколином после ишемии про-исходит улучшение функционального восстановления, связанное с изменением уже существующих нейрональ-ных структур, таких как увеличение многокомпонент-ности дендритов и плотности пирамидальных нейронов в V слое контрлатеральной сенсомоторной коры.
Авторадиография рецепторов in vitro
Поскольку цитиколин обладает определенными мем-браномодулирующими свойствами [13] , относительное содержание молекул, таких как мембраносвязанные рецепторы, после применения этого препарата может измениться. В связи с этим в настоящей работе проверя-ли изменение плотности связывания лигандов возбужда-ющих и тормозных рецепторов нейромедиаторов в качес-тве первого потенциального компонента реакции плас-тичности, индуцированной цитиколином. Существует немало доказательств того, что нейропротекторный эффект цитиколина в модели острого инсульта частично объясняется его антиглутаматергическими эффектами [10, 11] . Даже in vitro цитиколин защищал двигательные нейроны [31] , а также лаброциты мозжечка [32] от глута-мат-опосредованного апоптоза. Кроме того, применение антагониста рецепторов NMDA MK-801 совместно с цитиколином продемонстрировало синергичный ней-ропротекторный эффект через 7 дней после временной окклюзии средней мозговой артерии [33] . Тем не менее в последние годы стало известно, что эксайтотоксичная постишемическая фаза, характеризующаяся избыточной активацией рецепторов к глутамату, очень короткая. Используя модель черепно-мозговой травмы у мышей, A. Biegon и соавт. [34] могли убедительно продемонстри-ровать, что избыточная активация NМDА-рецепторов происходила только в течение первого часа после эксай-тотоксичного стимула, но затем приводила к развитию выраженного и длительного функционального дефицита. Следовательно, стимуляция NMDA-рецепторов через 24 и 48 часов после повреждения приводит к значи-тельному улучшению функциональных исходов. Кроме того, транзиторная очаговая ишемия головного мозга также способствует уменьшению плотности связывания лигандов [ 3 H]MK801 [35] и лечение агонистами NMDA улучшает неврологический исход [36] . Результаты насто-ящего исследования, свидетельствующие о повыше-нии плотности связывания рецепторов NMDA и AMPA вокруг зоны поражения через 28 дней после фототром-ботического инсульта и улучшении неврологического исхода в группе лечения цитиколином, четко соответс-твуют гипотезе, что цитиколин может быть безопасным препаратом, не вмешиваюимся в происходящие про-цессы регенерации. Эти данные также соответствуют результатам ранее проведенных исследований в наших лабораториях, где при использовании той же модели ишемии после лечения двумя различными факторами роста -нейроторфическим фактором головного мозга и гранулоцитарным колониестимулирующим фактором, развитие более благоприятных исходов после инсульта было также ассоциировано с увеличением или, по край-ней мере, сохранением плотности связывания лигандов возбуждающих рецепторов к глутамату вокруг зоны пора-жения [18] . Эти результаты далее подтверждают гипотезу, что в хроническом периоде инсульта постишемическая гипервозбудимость рецепторов способствует улучшению функциональных исходов в отсроченном периоде [37] .
■ ВЫВОДЫ В заключение, полученные данные свидетельству-ют о том, что помимо известного нейропротекторного действия при остром ишемическом инсульте цитико-лин также обладает выраженным нейрорегенераторным потенциалом. Его эффективность даже после отсрочен-ного применения -спустя 24 часа после развития ост-рой ишемии, открывает новые перспективы в лечении инсульта вне острейшего периода.
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